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El avance de la psiquiatria ha sido significativo en las ultimas
dos décadas y es cada vez mds importante realizar pruebas analiticas
que permitan la identificacion, aislamiento y cuantificacion de una serie
de substancias potencialmente vinculadas a los desordenes mentales asi
como el control riguroso del tratamiento farmocoldgico.

Los autores presentan algunos métodos que se emplean con rela-
tiva frecuencia en los laboratorios de investigacion con la finalidad de
familiarizar al clinico con ellos y alentar su utilizacion provechose. Se
revisan los principios fisico-quimicos en que se sustentan, las dreas de
aplicacion y las ventajas y desveniejas de las siguientes técnicas: Cro-
matografia de gas, cromatografia liquida de alta presién, radioinmuno-
ensayo, inmunoensayo enzimdtico, espectrofotometria de absorcion ato-
mica, espectrometria de masa y ensayo de radiorreceptores.

Laboratory Methods in Biological Psychiatry

Psychiatry has developed significantly in the last two decades,
thus it is of the utmost relevance to perform analytical studies in order
to identify, isolate and measure many substances related to mental disor-
ders, and to carry on drug therapy monitoring.

The authors present some methods that are used in the research
laboratories to let the clinicians become familiar with them. The phsy-
sico-chemical principles, applications, and advantages and disadvantages
are briefly discussed regarding gas chromatography, high-pressure liquid
chromatography, raidoinmunoassay, enzymatic inmunoassay, atomic
absorption spectrophotometry, mass spectrometry and radioreceptor assay.
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INTRODUCCION

El avance de la psiquiatria ha
sido significativo en las ultimas dos
décadas debido a su acercamiento
a las corrientes biologicas, que le
ha permitido beneficiarse de los
adelantos tecnoldgicos aplicados a
la medicina. Los aspectos relacio-
nados con las ciencias naturales
ocupan con creciente amplitud las
paginas de las revistas y las horas
de los congresos dedicados a esta
ecpecialidad. Las teorias bioquimi-
cas se han multiplicado y los hom-
bres de ciencia se han lanzado a la
identificacion de una vasta serie de
moléculas y elementos como proba-
bles protagonistas en la génesis de
las enfermedades mentales. Es, de
esta manera, irrenunciable para el
psiquiatra moderno conocer sobre
neurotransmisores, neuromodula-
dores, sistemas hormonales, ele-
mientos trazas, ete. De igual modo,
cada vez es mas importante la rea-
lizacién de pruebas analiticas que
permitan ajustes adecuados de las
dosis cuando se conduce un trata-
miento psicofarmacologico, de ma-
nera que sea posible entender las
respuestas clinicas desde un punto
de vista farmacocinetico.

Recientemente, algunos métodos
se han hecho disponibles para me-
dir los niveles de psicofarmacos en
los fluidos biolégicos con un grado
aceptable de simplicidad y eficacia.
En la actualidad, términos como
“ventana terapéutica”, “marcador
biologico™, “predictor de respues-
ta” y ““dosaje plasmatico™ consti-
tuyen un lenguaje cotidiano en la
literatura psiquiatrica. Mas atun, es
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probable que en los préximos afios
los criterios diagnésticos incluidos
en los sistemas de clasificacion y
nomenclatura incorporen datos bio-
l6gicos tales como alteraciones en-
zimaticas, disfunciones neuroendo-
crinas, codigo genético y respuestas
a drogas, para aumentar significa-
tivamente su confiabilidad y espe-
cificidad.

Al amparo de estas considera-
ciones es facil entender por qué la
presencia del laboratorio se ha pri-
vilegiado en el contexto heuristico
y clinico de la especialidad. Alli
se realizan serios esfuerzos para
llenar el vacio que media entre una
psiquiatria cientifica y una psi-
quiatria empirica. Paralelamente
se ha enfatizado la necesidad de
concretar la imagen de ‘““hombres-
puente” que comuniquen activa-
mente el trabajo clinico con el de
laboratorio (43).

Este trabajo tiene la intencién
de presentar, apretadamente, algu-
nos procedimientos que se emplean
con relativa frecuencia en los labo-
ratorios de investigacién para im-
pulsar el avance de la psiquiatria.
Al mismo tiempo, esperamos faci-
litar la lectura e interpretacion de
los articulos vinculados con el tema
y alentar un uso mas provechoso
de las téenicas disponibles.

METODOS
CROMATOGRAFICOS

En los estudios de psiquiatria
biolégica se emplean dos mctodos
cromatograficos con mayor prefe-
rencia : cromatografia de gas (CG)

y cromatografia liquida de alta pre-
sion (HPLC).
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Cromatografia de gas
1. Principio

Las moléculas interactian entre
si en base a sus propiedades fisico-
quimicas, adhiriéndose con mayor
o menor afinidad, dependiendo de
su polaridad y conformacién es-
truectural.

Para separar los diversos com-
ponentes de una muestra se la ha-
ce pasar a través de una substan-
cia apropiada que esta fijada a
un soporte inerte. Asi, los com-
ponentes iran quedando retenidos
durante lapsos proporcionales a la
afinidad que tengan por dicha
substancia. En este caso, la mues-
tra que migra se denomina fase
movil y la substancia fijada al so-
porte se llama fase estacionaria
(24).

En la CG la fase movil es un
gas como el nitrogeno, helio o hi-
drégeno, que se encarga de trans-
portar la muestra a través de una
columna que contiene a la fase es-
tacionaria, donde habran de ser re-
tenidos los componentes de acuer-
do a las interacciones especificas
que se produzcan (24, 25). Me-
diante detectores especiales, los
componentes se identifican de a-
cuerdo a caracteristicas tales co-
mo longitud de onda, capacidad
de emitir fluorescencia, conduc-
cion térmica, etc.

2. Aplicacion
p

La CG permite la identificacion
y cuantificacion de diversas molé-
culas, tanto de origen organico
cuanto inorganico, por lo que en
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psiquiatria se la utiliza para el
estudio de aminas bidgenas y di-
versos psicofarmacos, incluyendo
los metabolitos que se originan en
el organismo. Muchos de los tra-
bajos pioneres en el campo de las
correlaciones entre los niveles plas-
maticos y las respuestas terapéuti-
cas fueron realizados con CG. Por
ejemplo, los estudios de CURRY
et al. (1968, 1970) permitieron
identificar mds de 100 metaboli-
los formados en el organismo a
partir de la administracion de
clorpromazina, muchos de los cua-
les retienen la actividad terapéu-
tica. Hay evidencias de que los
pacientes refractarios al tratamien-
to con clorpromazina tienen vias
metabolicas que originan metabo-
litos inactivos (46).

También se debe al desarrollo
de la CG la determinacién de los
niveles plasmaticos de antidepre-
sivos y sus relaciones con la res-
puesta clinica que llevaron el con-
cepto de “ventana terapéutica” a
la psiquiatria (45, 48).

Los primeros intentos para sub-
dividir bioquimicamente los de-
sordenes depresivos se iniciaron a
partir del momento en que se pu-
do medir con CG la concentracion
de MHPG, surgiendo el concepto
de depresion “A” y “B”, depen-
diendo del nivel de dicho metabo-
lito y las respuestas a la imipra-
mina, la amitriptilina y la anfe-
tamina (35).

3. Ventajas y desventajas

La CG constituye una téenica
de gran poder resolutivo que es
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capaz de separar varias decenas
de elementos contenidos en una
misma muestra, Es mucho mas
especifica y sensible que la croma-
tografia de capa fina, requirién-
dose cantidades de la muestra en
microlitros Y conn una capacidad
de deteccion en el orden de nano-
gramos.

Uno de los inconvenientes es la
extrema laboriosidad de los proce-
dimientos quimicos para preparar
la muestra antes de ser analizada.
Esto impone contar con personal
altamente calificado que no siem-
pre esta disponible.

Por otra parte, las altas tempe-
raturas que se usan dificultan el
trabajo con moléculas termo-ines-
tables como son las materias biolo-
gicas, a menos que se sigan com-
plejas técnicas de derivacion (24,
25).

Cromatografia liquida de alta
presion

1. Principio

Es el mismo que para la CG,
excepto que en la HPLC la fase
movil es un liquide impulsado a
un flujo constante por un mecanis-
mo de bombeo que transporta la
muestra a través de la columna
(50).

2. Aplicacién

La HPLC ocupa un lugar pre-
ponderante entre las técnicas de
separacién actuales. Sus propie-
dades la hacen una metodologia
muy apropiada en biomedicina y
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neuroguimica, siendo adaptable pa-
ra ensayos con una amplia varie-
dad de compuestos de relevancia
clinica (5).

Uno de los campos de aplica-
cion mas importante es la caracte-
rizacién y aislamiento de nuevos
neuropéptidos. Precisamente la
aplicacién exitosa de la HPLC en
los ensayos quimicos de péptidos
cerebrales tales como la betalipo-
tropina, la oxitocina, la colecisto-
quinina, la vasopresina y los fac-
tores hipotalamicos reguladores de
hormonas, ha permitido un avan-
ce considerable en la formulacion
de nuevas teorias etiopatogénicas
de las enfermedades mentales y
una aproximacion terapéutica de
indudable rigor cientifico (4, 27).

Mediante la seleccion de detec-
tores apropiados, el investigador
puede concentrar sus esfuerzos en
grupos especificos de moléculas.
Por ejemplo, usando detectores de
fluorescencia es posible la deter-
minaciéon de serotonina, triptofa-
no, 5-hidroxi-triptofano, acido 5-
hidroxi-indolacético y las enzimas
triptofano-hidroxilasa y monoami-
no-oxidasa. Para cuantificar las
catecolaminas y sus metabolitos
son necesarios los detectores elec-
troquimicos (1, 30, 56). Los de-
tectores de absorcion ultravioleta
hacen factible el dosaje de una in-
numerable cantidad de drogas, en-
tre las cuales se encuentran los an-
tidepresivos, los antipsicoticos, los
anticonvulsivantes, la cocaina
los productos metabolicos origina-
dos a partir de aquéllas (40, 41).

Seria sumamente extenso citar
la enorme lista de trabajos que uti-
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lizan la HPLC para estudiar las
correlaciones entre los niveles plas-
maticos de los psicofarmacos y sus

acciones clinicas (22, 29, 39, 49).
3. Ventajas y desventajas

La HPLC tiene un gran poder
de resolucion y su capacidad de de-
teccion es del orden de los pico-
gramos y nanogramos. Su especi-
ficidad permite el reconocimiento
de diversos compuestos que estan
presentes en la misma muestra,
por lo que hay una mayor tenden-
cia a utilizar la HPLC mas que la
CG, otorgando un mejor rendi-
miento general debido a una tre-
menda flexibilidad donde la com-
binacion apropiada de fases mo-
viles y estacionarias resuelve con-
venientemente los diversos compo-
nentes de la muestra.

Por otra parte, no son necesa-
rios los tratamientos fisicoquimi-
cos sofisticados que se emplean en
la CG y el tiempo de andlisis sue-
le ser mas corto, aunque en ciertos
casos debe esperarse hasta mas de
30 minutos para cada examen.
Ademas, no existen problemas con
las moléculas termosensibles.

Inevitablemente, también la
HPLC requiere la presencia de
personal especialmente entrenado
y de equipos costosos que deman-
dan un mantenimiento cuidadoso
y regular (5, 50).

METODOS INMUNOLOGICOS

Estos métodos se basan en la
competicion de dos fracciones de
una misma substancia (fraccién
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marcada y fraccién sin marcar)
por la unién a un mismo anticuer-
po especifico. Si se enfrentan can-
tidades fijas y conocidas de anti-
geno marcado y su anticuerpo con
cantidades variables de antigeno
sin marcar (presente en la mues-
tra), se producird una competen-
cia entre ambos antigenos por los
receptores libres del anticuerpo,
dando origen a la formacion de
complejos antigeno-anticuerpo con
y sin marca.

Conociendo la concentracion del
antigeno marcado y del anticuerpo
es posible determinar, mediante un
simple cadlculo matematico, la con-
centracion del antigeno sin mar-
car presente en la muestra que se
analiza (8).

A continuacion nos referiremos
4 dos de estos métodos: radioinmu-
noensayo (RIA) e inmunoensayo
enzimatico (EMIT).

Radioinmunoensayo
1. Principio

La administracion de una subs-
tancia al organismo vivo estimula
la formacién de anticuerpos que
tendran actividad tanto in wvive
cuanto in vitro y seran capaces de
unirse a la substancia original
marcada radioactivamente.

Se puede ajustar la concentra-
cion del anticuerpo in vitro y ad-
ministrar, simultaneamente, el an-
tigeno marcado y una muestra
donde se sospecha la presencia del
antigeno natural (sin marear, por
supuesto ). Se producira, entonces,
una competencia entre el antigeno
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marcado y el antigeno no-marcado
por la union al anticuerpo.

Una vez que termina el periodo
de incubacion de la reaccion debe
separarse el antigeno unido al anti-
cuerpo del antigeno libre y, final-
mente, medirse la radioactividad
de ambas fracciones. De esta forma
quedara determinada la concentra-
cion de la substancia que se desea-
ba estudiar.

Resumiendo, son necesarios cua-
tro componentes para realizar un
RIA (8):

a. Un anticuerpo altamente es-
pecifico y afin por la substancia
que se quiere medir.

b. Un antigeno marcado radio-
activamente.

c. Un método que permita se-
parar el antigeno marcado que esta
unido al anticuerpe del antigeno
que permanece libre.

d. Un antigeno sin marcar para
ser usado como patron de referen-
cia en la medicion de concentracio-
nes desconocidas.

2. Aplicacion

Las investigaciones en psiquia-
tria han seguido varias estrategias
neuroendocrinas con la finalidad
de examinar diferentes aspectos de
los mecanismos reguladores a nivel
neuronal. Asi, mucho se ha avan-
zado estudiando el comportamien-
to de las hormonas hipotalamicas
e hipofisiarias en relacion a cier-
tos estados mérbidos y su respec-
tiva manipulacién farmacolégica
(6). Muchos investigadores se-
fialan que en pacientes con depre-
sion mayor se producen respuestas
anormales ante la administracién
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de hormona liberadora de tirotro-
pina y de dexametasona (54). El
método mads ttil para hacer las de-
terminaciones de cortisol y hormo-
na estimulante ‘de tiroides es el
RTA. Esta técnica permite el estu-
dio de la funcion pituitaria de ma-
nera confiable, rapida y economica.

Debe senalarse, sin embargo,
que la especificidad del RIA no es
absoluta, especialmente para los
péptidos porque los anticuerpos
no pueden reconocer toda la se-
cuencia de la moléeula, sobre todo
si ésta es muy extensa (51).

En la actualidad, el RIA cons-
tituye la técnica mas convenien-
te para la determinacion de las en-
dorfinas y las encefalinas, subs-
tancias vinculadas de manera cre-
ciente a la etiopatogenia de los de-
sordenes mentales (10).

En el campo de la psicofarma-
cologia, el RIA es de invalorable
ayuda para el dosaje de neurolép-
ticos en cantidades tan pequeiias
como las contenidas en 0.1 ml de
suero, detectandose concentracio-
nes de 1 a 50 ng/ml, rango en
el que se situan dichas drogas en
la ventana terapéutica (52).

3. Ventajas y desventajas

Los procedimientos de RIA
son generalmente simples, sensi-
bles y rapidamente aplicables al
analisis de rutina. Sin embargo,
la especificidad no es tan alta co-
mo se desearia. Por ejemplo, la
cuantificacién plasmatica de la
clorpromazina se ve bastante com-
plicada por la presencia de una
enorme cantidad de metabolitos
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formados a partir de aquélla en el
organismo vivo, de manera que es
necesario el empleo de métodos al-
ternativos como la HPLC (38).
Desafortunadamente, el RIA
conlleva una serie de desventa-
jas entre las cuales merecen citar-
se las siguientes : los reactivos que
se utilizan tienen una vida biolo-
gica corta que exige una rapida
implementacién, el instrumental
es costoso y el uso de material ra-
dioactivo implica un control guber-
namental y la construecion de am-
bientes especiales en el laborato-

rio (8).
Inmunoensayo enzimdtico
1. Principio

Como todo métedo inmunolé-
gico, se basa en los mecanismos de
acoplamiento que se producen en-
tre un antigeno y un anticuerpo.
En el sistema EMIT los marcado-
res son enzimas y el proceso, a
grandes rasgos, es como sigue.

A la solucion que contiene la
substancia a estudiar se le agrega
un anticuerpo especifico acompa-
ftado del substrato de la enzima
marcadora y la coenzima NAD.
Luego, se incorpora una cantidad
conocida de la substancia que se
esta determinando, marcada con
la enzima. De esta manera se pro-
ducira una competencia por los si-
tios de union del anticuerpo, du-
rante el cual sélo la enzima de la
fraccion libre podra actuar sobre
el substrato y reducir la NAD a
NADH, lo cual puede ser cuantifi-

cado mediante la técnica espectro-
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fotométrica midiéndose el cambio
de absorbancia. Asi quedara indi-
cada la concentracién de la subs-
tancia presente en la muestra por-
que la actividad de la enzima se
correlacicna con la concentracion

de aquélla (23, 53).
2. Aplicacién

El mayor campo de aplicacion
del EMIT es el monitoreo de dro-
gas, siendo posible la determina-
cion plasmadtica y urinaria de anti-
depresivos triciclicos, benzodiaze-
pinas, anticonvulsivantes, betablo-
queadores y drogas de abuso tipo
cocaina, barbitiricos y anfetamina.

En el caso de los antidepresivos
triciclicos, todavia hay discrepan-
cias sobre la relacion que parece
existir entre la concentracién plas-
matica y la respuesta clinica; sin
embargo, se ha establecido que las
aminas secundarias como la nor-
triptilina tienen una relacién cur-
vilinear en contraste con la rela-
ci6n linear de las aminas terciarias
come la imipramina (3).

El manejo apropiado de los an-
ticonvulsivantes exige un control
efectivo de sus concentraciones
sanguineas, sefialandose el rango
terapéutico con bastante precisién:
para la difenilhidantoina, entre
10 y 20 mergr/ml; para el feno-
barbital, entre 15 y 40 mergr/ml;
para la carbamazepina, entre 8 y
12 mergr/ml; para la etosuximi-
da, entre 40 y 100 mergr/ml y
para el dcido valproico entre 50
y 100 mergr/ml (7, 32). Por
arriba de tales cifras se incrementa
significativamente la incidencia de
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efectos toxicos tales como ataxia,
nistagmus y letargia (9, 37).

El EMIT es, también, muy ttil
para la determinacion de cocaina
y sus metabolitos en la orina, con
con un buen grado de sensibili-
dad (26).

3. Ventajas y desventajas

La sensibilidad estd en el or-
den de microgramos por mililitro
pero la especificidad es inferior a
la de los métodos cromatograficos.
El EMIT es mds econémico que
la HPLC y CG y necesita de per-
sonal con poco entrenamiento rela-
tivo.

Al ser un sistema inmunoen-
zimatico, prescinde del paso de
separacion de las fracciones que
estin unidas a las proteinas y las
que permanecen libres, lo que per-
mite obtener los andlisis en muy
poco tiempo (23). Este método
no necesita material radioactivo
como el RIA.

Una de sus desventajas radica
en el nimero de exdmenes que de-
ben realizarse pues se requiere de
tantas determinaciones como dro-
gas haya que detectarse; por ejem-
plo, si un paciente estuviera medi-
candose con tres anticonvulsivan-
tes simultaneamente, el EMIT de-
mandara tres ensayos por separa-
do; en cambio, la HPLC permitira
identificar todos ellos, incluidos
algunos metabolitos, mediante una
sola corrida de la muestra (44).

Si bien el equipo cuesta varios
miles de délares y la compra de los
reactivos debe hacerse a companias
extranjeras, el costo por muestra

A. Castillo y A. Miyahira

es el mas economico después de la
cromatografia de capa fina. Cuan-
do los reactivos son reconstituidos
tienen una vida util inferior a les
5 meses, lo que obliga a emplearlos
dentro de ese lapso para no perder
¢] material y recuperar la inver-
sion. La muestra no necesita de
ningin procesamiento previo vy
apenas bastan microlitros para lle-
var adelante la reaccidn.

Meétodos espectrométricos

La espectrometria permite co-
nocer la estructura y composicion
quimica de diversos elementos, al
mismo tiempo que mide su concen-
tracion en las muestras. Dos técni-
cas que han alcanzado un desarro-
lo importante son la espectrofoto-
metria de absorcion atémica (AA)
y la espectroscopia de masa (MS).

Espectrofotometria de absorcion
atomica

1. Principio

Si se hace pasar un haz de luz
a través de un medio que contiene
muchos dtomos en estado de repo-
so, se producird una absorcion par-
cial de la luz. Dicho de otra mane-
ra, la aplicacion de energia en la
forma de luz excita a los atomos de
un elemento determinado. De es-
ta forma, es posible conocer la con-
centracion del elemento midiendo
el grado de absorcién.
Previamente es necesario ato-
mizar las moléculas con el {in de
dejar en libertad a los atomos para
que puedan ser excitados por la
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Juz proveniente de una lampara
catédica de tubo, la cual emitira
una luz de una longitud de onda
especifica para cada elemento.
El método mas empleado para
separar los atomos de una molécu-
la es calentandolos con una llama
que tendra caracteristicas apropia-
das para el elemento en estudio.
Por ejemplo, en la determinacion
de litio es necesaria una llama pro-
ducida por una mezcla de acetile-

no y aire que alcanza una tempe-
ratura maxima de 2300° (47).

2. Aplicacion

La AA es muy conveniente
para la determinaciéon de concen-
traciones muy pequenas de iones.
En psiquiatria tiene su mayor apli-
cacion en la determinacion del li-
tio sérico en pacientes medicados
con sales de litio.

Es ampliamente aceptado que el
litio tiene una ventana terapéutica
cuyos valores extiremos fluctuan
entre 0.5 y 2 mEq/l, dependien-
do del estado clinico del paciente y
la escuela del investigador. Asi,
algunos afirman que el nivel plas-
matico no debe ser mayor que 1.2
mmol./l. a las 12 horas en el trata-
miento de la mania aguda mien-
tras que otros mantienen a sus pa-
cientes en un nivel de 0.8-1.2
mmol./l. sin considerar el estado
evolutivo del paciente. Incluso
hay autores que afirman que con-
centraciones tan bajas como 0.4
mmol./1. son efectivas para mante-
ner una buena profilaxis (13, 28).

No debe olvidarse, empero, que
es también importante conocer la

139

concentracion a la que los efectos
toxicos se hacen evidentes porque
no necesariamente han de coinci-
dir con las concentraciones tera-
péuticas (2).

La AA puede ser utilizada para
¢l dosaje de los niveles intracelu-
lares y extracelulares in vitro y asi
determinar la tasa de litio, un valor
potencialmente util en el estudio
de los factores genéticos de los tras-
tornos afectivos y en la prediccion
de la respuesta al tratamiento
(42).

En el campo de la investigacién
neuroquimica la AA permite la
cuantificacion de los elementos
—traza (cobre, magnesio, cal-
cio, zine, ete.), que en los ultimos
anos han sido involucrados en la
ctiopatogenia de los desdrdenes
mentales (11).

3. Ventajas y desventajas

El analisis con AA es rapido,
facil y no necesita personal espe-
cialmente entrenado. Es suficien-
te contar con volimenes muy re-
ducidos pues 1 ml es adecuado.

El costo es relativamente madi-
co. La sensibilidad de la AA es
semejante a la de la técnica tradi-
cional de fotometria de llama pero
resulta mas sencillo optimizar la
llama en AA para evitar los pro-
blemas de la emisién en banda de
aquélla. Ademas, la especificidad
es mayor porque no se presentan
interferencias con los otros elemen-
tos presentes en la muestra (19,
34, 36).

Las desventajas se derivan de la
situacion de dependencia tecnold-
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gica y estrechez economica de
nuestros paises, que limitan la ad-
quisicién de accesorios, repuestos
y el mantenimiento de los equipos.

Espectrometria de masa

1. Principio

En la gran mayoria de casos
el espectrémetro de masa actua co-
mo un detector acoplado a un cro-
matégrafo de gas (CG/MS), de
manera que se logra una técnica
altamente especifica y sensible.
El espectromeiro de masa es un
instrumento capaz de detectar can-
tidades sumamente pequehas de
substancias que pasan a lo largo
de la columna empleada en la
CG, pudiendo detectar con toda
propiedad los compuestos de un
determinado peso molecular, ex-
cluyendo a muchos otros que po-
drian interferir con el analisis.

En la CG/MS la muestra es se-
parada en sus componentes por la
columna, derivandolos hacia un
ionizador que los somete a un in-
tenso bombardeo de electrones con
la consiguiente fragmentacion en
iones. FEstos, a su vez, son filtra-
dos de acuerdo a la relacién entre
su masa y su carga eléctrica. La
concentracion de cada fragmento
es constante y puede ser cuantifi-
cada en atomoles (1 atomol =
10-18 gramos).

El proceso requiere la forma-
cion de iones cargados del com-
puesto estudiado y el aislamiento
e identificacion subsecuente de és-
tos. Todas las reacciones se llevan a
cabo en el vacio absoluto (25, 31).
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Aplicacion

Con la técnica de CG/MS se
puede precicar la estructura mole-
cular de las aminas biégenas, pép-
tidos, drogas, metabolitos, etc. Lue-
gﬁ Pucde cuantifical‘se ].ﬂ corncen-
tracion respectiva en los tejidos
bioldgicos.

La mayor utilidad de la CG/MS
reside en la habilidad de la MS
para diferenciar compuestos sobre
la base de su peso molecular. Por
ejernplo, mediante la administra-
cion de isétopos estables de subs-
tancias endogenas, sus precursores
biolégicos o drogas, es posible me-
dir la tasa de recambio e identifi-
car los metabolitos. Asi, la CG/
MS se usa en psiquiatria para do-
sar los niveles de los psicofdrma-
cos en los fluidos bioldgicos (31).

3. Ventajas y desventajas

L.a gran ventaja radica, indu-
cablemente en las extremadamen-
te altas sensibilidad y especifici-
dad. La MS puede ser combinada
con la CG para lograr una meto-
dologia poderosa y versatil que
permite aprovechar la capacidad
de separacion de la CG y las vir-
tudes inherentes a la MS.

La técnica de CG/MS es muy
costesa por lo que solo es recomen-
dable para fines de investigacion
sofisticada. La inversién inicial
es del orden de los 60 mil dolares
y el grado adecuado de conocimien-
to del operador es bastante mas
complejo que para los otros mé-
todos.
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Ensayo de radiorreceptor (RRA)
1. Principio

La cantidad de una substancia
marcada radioactivamente que se
une especificamente a un receptor,
es una funcién cuantitativa de la
proporcion de substancia sin mar-
car que esta presente en el ensayo.
Se dice entonces que dicha subs-
tancia es un ligando unido al re-
ceptor de un neuroiransmisor o
una droga, de forma que para me-
dir a estos tltimes sélo se necesi-
ta determinar la cantidad de ligan-
do radioactivo que se ha unido a
Ia membrana en presencia y ausen-
cia de una solucién que contenga
una concentracion desconocida del
ligando sin marcar. Asi, es posi-
ble caleular la cantidad de ligan-
do sin marecar presente en la mues-
tra, comparando la inhibicion de
la union del ligando radiocactivo
preducida por la solucién en es-
tudio con la inhibicién producida
por cantidades conocidas de tal so-
lucion (21).

2. Aplicacion

Se han desarrollado métodos
de RRA para dosar neurolépticos,
benzodiazepinas, neuropéptidos,
neurotransmisores, ete. El RRA
es muy versatil, permitiendo el
andlisis cualitativo y cuantitativo
de estas moléculas (12, 14).

En el caso de los neurolépticos,
varios estudios han demostrado
que los niveles inferiores a 50
ng/ml de “equivalente de clor-
promazina’ se agocian a pobres
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resultados terapéuticos o, en otros
casos, los valores muy altos condu-
cen al mismo resultado. Esto no
hace mas que subrayar la impor-
tancia que tiene el monitoreo de
drogas y lo necesario que es con-
tar con métodos como el RRA que
se caracterizan por su eficacia y
una relativa simpleza que permi-
ten precisar las correlaciones en-
tre las concentraciones plasmaticas
de los psicofarmacos y las respues-
tas clinicas (18, 55).

En el caso de las benzodiazepi-
nas, que forman muchos metabo-
litos activos al pasar por el higado,
es dificil establecer tales correla-
ciones; pero, mediante el RRA es
posible medir la actividad farma-
colégica global, que incluye a la
benzodiazepina original y los me-
tabolitos y conducir estudios com-
parativos en términos semejantes
a los neurolépticos (20).

3. Ventajas y desventajas
Las ventajas principales son :

a. La rapidez del ensayo que
permite la determinacién de doce-
nas de muestras en pocas horas.

b. La elevada sensibilidad.

c¢. La simpleza metodoldgica.

d. El relativo bajo costo.

La desventaja fundamental con-
siste en la poca especificidad, pues-
to que el RRA se basa en el des-
plazamiento de un ligando radio-
activo por una substancia presente
en una muestra, siendo imprescin-
dible demostrar que la tnica subs-
tancia capaz de interferir con el
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ligando es precisamente la que se
quiere estudiar (21).

Esto se aplica al trabajo con psi-
cofarmacos lo cual se ilustra con el
siguiente ejemplo: Supongamos
que se desea medir la concentra-
cién de un neuroléptico X en el
suero de un paciente. Para ello se
agrega el suero a un medio donde
existe haloperidol marcado radio-
activamente en presencia de mem-
branas celulares ricas en recepto-
res dopaminérgicos. Se establecera
una competencia entre X y halo-
peridol para ocupar los recepto-
res. La concentracién de X estara
correlacionada linearmente con la
reduccion de la unién del halope-
ridol marcado al receptor.

El RRA no solo habra medido
la concentracién de X sino de to-
da otra substancia que también
tenga capacidad de unirse al recep-
tor dopaminérgico, de manera que
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si X tuviera metabolitos activos si-
milarmente serian detectados.

Es por esta razén que las con-
centraciones de los neurolépticos
son expresadas en términos de
“equivalentes de clorpromazina™,
lo cual indica el valor de clorpro-
mazina que produciria un grado de
inhibiciéon de la unién igual al
que se aprecia con el neuroléptico
en estudio.

El RRA mide la actividad far-
macolégica global en contraste con
la HPLC que lo hace de forma in-
dividualizada con cada droga; sin
embargo, los métodos cromatogri-
ficos se justifican en instituciones
dedicadas a la investigacion a pe-
sar de las enormes dificultades téc-
nicas que ofrecen. En ese sentido
el RRA permite un manejo mas
simple, aplicable a situaciones de
rutina y con personal menos en-
trenado (15).
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